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RESUMEN

Se evalud la posibilidad de predecir una probable estructura secundaria para el Receptor Opioide Kappa 2 humano
tomando como base la secuencia de aminodcidos del Receptor Opioide Kappa 1 humano. La estructura predicha
mostré ser compatible con los datos que se poseen acerca de este tipo de receptores. Con esta prueba inicial, el
proyecto que tiene como objetivo principal el disefiar un andlogo proteico para el Receptor Opioide Kappa 2 humano,
ha mostrado el nivel minimo de viabilidad necesario para ser continuado.

ABSTRACT

It was evaluated the possibility of predicting a probable secondary structure for the Kappa 2 human opioid receptor;
the prediction was based on the amino acids sequence of the Kappa 1 human opioid receptor.

The predicted structure showed to be compatible with the data available for this type of receptors. With this initial
test, the project that has as principal objective to design an analog peptide for the Kappa 2 human opioid receptor,
it has shown the minimal level of viability to be continued.

PALABRAS CLAVE: opioide, kappa 2, dopamina, disefio de proteinas.

INTRODUCCION existencia de las dos subpoblaciones, Kappa 1 y
" Kappa 2. En un trabajo reciente, Childers, Xiao,
Vogt y Sim (1998), mostraron que la combina-
cién debremazocina y U-50488H no produce una
estimulacidn tan alta como la obtenida por cada

agonista por aparte, llevdndolos a concluir que

Los receptores opidceos han recibido una gran
atencién, por parte de los grupos que buscan
caracterizar su papel en los variados efectos -
fisiolégicos que pueden tener los medicamentos

relacionados con estas proteinas. En el caso de
los receptores opioides Kappa, atin existen he-
chos llamativos respecto a su clasificacién: has-
ta ahora se ha logrado aislar un solo gen para
estos receptores; a pesar de que los resultados de
los estudios con radioligandos evidencian la

estos dos ligandos parecen estar actuando sobre el
mismo receptor.

Los trabajos que han servido como base para
concluir que los receptores opioides pueden ser
agrupados en diferentes subtipos, kappa, delta,
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mu y sigma; retinen la evidencia aportada por los
distintos perfiles de actividad farmacoldgica de
los modelos animales, frente a los prototipos de
agonistas opioides: la morfina, la cetazonina y la
N-alilnormetazocina (Corbett, McKnight y
Henderson; 1999). Entre los receptores opioides,
el subtipo Kappa, ha mostrado algunas caracte-
risticas llamativas: Sershen, Hashim y Lajtha
(1998), observaron algunas diferencias en el
funcionamiento de los receptores opioides kappa
ysurelaciénconlaactividad del receptorNMDA,
entre ratones machos'y ratones hembras. Otros
trabajos (Sershen, H.; A. Hashim y A. Lajtha,
1996; Kuzmin, Semenova, Gerrits, Zvartau y
Van Ree, 1997; Heidbreder, Schenk, Partridge y
Shippenberg, 1998), han dejado ver algo de las
intrincadas relaciones existentes entre los recep-
tores opioides Kappa y la farmacodependencia o
el funcionamiento de algunos neurotransmisores
como la dopamina.

Existe una fuerte tendencia hacia la biisqueda de
posibles tratamientos farmacolGgicos parael con-
trol de la dependencia fisica dependiente de la
sobreexpresién de receptores opioides Kappa.
Algunasinvestigacionesrecientes (Pilotte, 1997;
Staley; etal.,1997; NIDA, 2000a), han mostrado

_ que el activar o bloquear ciertos receptores cere-

brales, como los opioides Kappa, puede ser una
estrategia vtil en el tratamiento del alcoholismo.
Sin embargo, los datos disponibles no incluyen
ninguna informacién concreta acerca de la es-
tructura tridimensional de los receptores Kappa.

MATERIALES Y METODOS

El presente informe de avance corresponde a un
proyecto que tiene como objetivo general el
disefiar un péptido bloqueador para el Receptor
Opioide Kappa 2 humano, como alternativapara
el tratamiento del alcoholismo y la dependencia
fisicaafarmacos. Larealizacién de este proyecto

‘'se ha planeado en 1a siguiente forma:

1. Obtener la estructura tridimensional del
Receptor Kappa 2 humano:

Debido a la trascendencia econémica que
conlleva la obtencién de un péptido de esta

naturaleza, buena parte de la informacién
concerniente al Receptor Kappa 2 humano
se encuentra restringida al uso interno de los
laboratorios que se hallan tras el disefio de
este péptido, con fines comerciales. Por esto,
nos hemos visto obligados a enfrentar el
problema, prediciendo las estructuras se-
cundaria y terciaria del Receptor Opioide
Kappa 2 humano, en la siguiente forma:

a. Seleccionando un receptor Kappa hu-
mano.

b. Prediciendo su estructura secundaria a
partir de su secuencia.

c¢. Encontrandoel sitiomds probable de unién
con ¢l ligando.

d. Prediciendo la estructura terciaria del si-
" tio més probable de unién con el ligando.

e. Reconstruyendo la estructura terciaria
aproximada para este sitio de unidn.

2. Disefiar un péptido que bloquee este sitio de
unién.

3. .Probar el péptido disefiado.

Prediccion de la estructura secundaria del Re-
ceptor Opioide Kappa 1 humano: se obtuvo una
copiade la secuencia de aminodcidos del Recep-
tor Opioide Kappa 1 humano, a partir de la base
de datos llamada Swissprot, empleando para ello
el programa Entrez ubicado en el Centro Nacio-
nal para la Informacién en Biotecnologfa, Esta-
dos Unidos (NCBI). La secuencia fue compara-
da contra todas las secuencias de aminoécidos de
las proteinas conocidas, presentes en Swissprot,
en busca de las mds parecidas; esta comparacién
se hizo con el fin de confirmar la presuncién de
que las secuencias de amino4cidos de los recep-
tores opioides son muy similares entre sf; para
esto se empled el programa Blast presente en el
NCBI. Serealiz6 una prediccion por consenso de
la estructura secundaria del Receptor Opioide
Kappa 1 humano, utilizando el programa Jpred?.
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RESULTADOS

Secuencia del Receptor Opioide Kappa 1 huma-
no: se escogi6 esta proteina debido a que es el
dnico receptor opioide humano de clase Kappa
presente en el banco de secuencias. Los datos de
la secuencia de aminodcidos y sus pardmetros
derivados son los siguientes:

£il4505511IrefINP_000903.1lpOPRK 1ireceptor
opioide, kappa 1

MESPIQIFRGEPGPTCAPSACLPPNSSAWEFPGW
AEPDSNGSAGSEDAQLEPAHISPAIPVIITA
VYSVVFVVGLVGNSLVMFVIRYTKMKTATNIYT
INLAL ADALVTTTMPRQSTVYLMNSWPRGDVLC
KIVISIDY YNMFTSIFILTMMSVDRYIAVCHPVKAL
DFRTPLKAKIINICIWLLSSSVGISAIVLGGTKVR

EDVDVIECSLQFPDDDYSWWDLFMKICV

FIFAFVIPVLIIVCYTLMILRLKSVRILSGSREK
DRNLRRITRLVLVVVAVFVVCWTPHIFILVEALGS
TSHSTAALSSY YRCTAL GYTNSSINPILYAFL DENFKR

CFRDFCFPLKMRMERQSTSRVRNTVQDPAYL

RDIDGMNKPV

Niimero de aminodcidos: 380
Peso molecular: 42659.2 daltons
pl tedrico: 7.92:

Regiones ricas en aminodcidos no polares (los
aminodcidos con tendencia apolar se presentan
subrayados):

MESEIQIFRG ERGETCAPSA CLEENSSAWP CGWAEPDSNG
SAGSEDAQLE PAHTSDAIPY LITAUYSYUF VVGLVGNSLY
MFYLIRYTRM KPATNIYIFN LALADALUTT TMEFQSTVYL
MNSWEFGDVL CRZVISTDYY NMFTSIPTLT MMSUDRYIAV
CHRYRALDFR TRLKAKIINI CIWLLSSSYG TSATVLSGTR
VREDVDYLEC SLQFPDDDYS WWDLFMRICY FIPAFUIBUL
IIIVCYTIMI LRLKYVRLLS GSREKDRNLR RITRLVLVVY
AUFUVCWISL HTFILVEALG STSHSTAALS SYVFCIALGY
TNSSLNPILY AFLDENFKAC FRDFCFPLRM RMERQSTSRY
RNTVQDEAYE: RDIDGMNKEYV -

Los alineamientos realizados con Blast nos mos-
traron que las protefnas mds parecidas en su
secuencia, al Receptor Opioide Kappa 1 humano
son los demds receptores opioides, tanto en el
humano como en otras especies. A continuacién
se muestra una lista de dichas protefnas.

splP41145|0PRK_HUMAN KAPPA-TYPE
OPIOID RECEPTOR (KOR-1)

splP34975I0PRK_RATKAPPA-TYPEOPIOID
RECEPTOR (KOR-1)

splP33534|0PRK_MOUSE KAPPA-TYPE
OPIOID RECEPTOR (KOR-1)

splP41144|I0PRK_CAVPO KAPPA-TYPE
OPIOID RECEPTOR (XOR-1)

splP79350!OPRM BOVINMU TYPEOPIOID
RECEPTOR (MOR—I)

splP42866IOPRM“MOUSE MU-TYPEOPIOID

- RECEPTOR (MOR-1)

splP3537210PRM_HUMAN MU-TYPE
OPIOID RECEPTOR (MOR-1)

splP33535I0PRM_RAT MU-TYPE OPIOID
RECEPTOR (MOR-1)

splQ95247I0PRM_PIG MU-TYPE OPIOID
RECEPTOR (MOR-1)

splP33533I0PRD_RATDELTA-TYPEOPIOID
RECEPTOR (DOR-1)

sp/P32300l0PRD_MOUSE DELTA-TYPE
OPIOID RECEPTOR (DOR-1)

splP41143|OPRD_HUMAN DELTA-TYPE
OPIOID RECEPTOR (DOR-1)

Prediccion de la estructura secundaria:

Los resultados de la prediccién por consenso,
obtenida con Ipred2, son reportados en la si-
guiente forma (obsérvese la prediccién para un
sector de la secuencia):

POSICION DEL ANIHOACIDO

atavat oTITIR

lorgseq : t reey
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Fl resultado final de la prediccién es el siguiente (los nimeros indican las posiciones de los

aminodcidos):

1 30

1 ’ 30
mayores diferencias en cuanto a la unién a sus

DISCUSION

La subdivisién de los teceptores opidceos en
diferentes grupos, fue propuesta con base en el
hecho de que 1a nalorfina tiene un efecto antago-
nista analgésico, a pesar de poseer un efecto
analgésico propio. Martin (1967, citado por
Corbett, McKnight y Henderson, 1999) conclu-
y6 que la analgesia producida por lanalorfinaera
debida a su acci6n sobre unos receptores especi-
ficos, identificados luego comoreceptores Kappa.

Pese a su clasificacién, todos los receptores
opioides clonados hasta el momento poseen la
misma estructura general: tienen el extremo N-
terminal localizado hacia la cara extracelular de
la membrana, siete dominios transmembranales
y una estructura en forma de cola que posee €l
extremo C-terminal y se localiza intracelu-
larmente. Dentro de los receptores Kappa, los
subtipos Kappa 1 y Kappa 2 se distinguen
farmacoldgicamente debido a las diferentes
especificidades de unién para algunos agonistas
sintéticos, sin embargo, no parecen presentar

ligandos endégenos; esta afirmacién es reforza-
da por el hecho de que todos los receptores
opioides pertenecen al mismo grupo de recepto-
res: las protefnas G (Corbett, McKnight y
Henderson, 1999).En un estudio reciente, fue
aislado un cDNA humano completo, que codifi-
cael Receptor Opioide Kappa 1, empleando para
ello, el cDNA del Receptor Opioide Delta del
ratén. La organizacion del gen del Receptor
Opioide Kappa 1 encontrado en este estudio,
parece ser similar a la del gen del Receptor delta
del ratén, presentando un limite intron-exén lo-
calizado luego de la posicién de los dominios
putativos transmembrana 1 y 4. El gen para
Kappa fue mapeado en las posiciones q11-12 en
el cromosoma & (Simonin ef al., 1997). El pro-
ducto de este gen, corresponde a la secuencia
empleada en este trabajo como base para prede-
cir su estructura secundaria.La estructura secun-
daria predicha nos muestra la posible existencia
de 7 hélices separadas por segmentos de
aminodcidos probablemente organizados en vuel-
tas. A pesar de lo sugestivo de su organizacién,
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Creemos que son necesarios algunos estudios
adicionales que nos permitan predecir la orienta-
cién de estas hélices y 1a existencia de dominios
transmembranales dentro de la secuencia. Pese a
esto, al comparar la secuencia con la prediccién,
se puede ver c6mo un considerable niimero de
los amino4cidos alifaticos se hallan presentes en
las hélices.Estos hechos nos llevan a pensar que
es posible esperar una alta homologia entre las
secuencias de los receptores opioides del hom-
bre y otras especies por lo tanto, es probable el
hallar que las proteinas mds semejantes en se-
cuencia y estructura tridimensional bésica, a la
delreceptor escogido, sean todas ellas receptores
opioides, tal y como lo muestran los resultados
de los alineamientos obtenidos con Blast. De ser
ciertaestaapreciaci6n, serd posible acercarseala
estructura terciaria del Receptor Opioide Kappa
2 a partir de la secuencia del Receptor Opioide
Kappa 1.

CONCLUSIONES

Las semejanzas funcionales y de secuencia, exis-
tentes entre los receptores Kappa se pueden ver
manifestadas como parte de la explicacién delos
resultados obtenidos al comparar la secuencia
delReceptor Opioide Kappa 1 conlas secuencias
de las demds protefnas conocidas. Una primera
aproximacién a la bisqueda de una molécula
proteica que se una al Receptor Opioide Kappa 2
humano, nos ha permitido caracterizar la posible
estructura secundaria de un receptor homélogo a
é1.La estructura predicha parece corresponder a
la organizacién general de los aminodcidos que
integran los receptores opioides. Es necesario
realizar otros andlisis y predicciones para corro-
borar la afirmacidn anterior, as{ como para enri-
quecer_ los detalles estructurales del receptor
investigado.
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